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ANOTĀCIJA 

Atslēgvārdi: 1,4-dihidropiridīna atvasinājumi, kvantu ķīmiskie aprēķini, iekšmolekulārā 
ūdeņraža saite, izotermālā titrēšanas kalorimetrija, H/D izotopa efekti, kodolu magnētiskā 
rezonanses spektroskopija, bromēšana, N-bromsukcinimīds. 

Promocijas darbs “1,4-Dihidropiridīna atvasinājumu fizikāli-ķīmiskā un in silico izpēte” ir 
veltīts 1,4-dihidropiridīna atvasinājumu pētījumiem ar kodolu magnētiskās rezonanses 
spektroskopijas, Furjē transformācijas infrasarkanās spektroskopijas, izotermālo titrēšanas 
kalorimetrijas un citām fizikāli-ķīmiskajām metodēm, kā arī kvantu ķīmiskajiem aprēķiniem. 
Promocijas darbā ir ievads, literatūras apskats, rezultātu izvērtējums, eksperimentālā daļa, 
secinājumi, izmantotās literatūras saraksts un pielikumi. 

Bromējot 2,6-dimetil-1,4-dihidropiridīna (1,4-DHP) atvasinājumus ar N-bromsukcinimīdu 
(NBS), identificēti līdz šim neaprakstīti reakcijas starpprodukti, kas pastāv tikai reakcijas 
šķīdumā un kuru eksistenci var pierādīt tikai ar daudzkodolu (1H, 13C un 15N) KMR 
spektroskopijas palīdzību. 

Ar dinamisko 1H KMR spektroskopijas metodi atklāta 1,4-DHP cikla 2. un 6. metilēngrupu 
AB sistēmas neparasta protonu diastereotopijas atkarība no temperatūras. 

Pirmo reizi ar daudzkodolu KMR un IS spektroskopijas eksperimentiem dažiem 1,4-DHP 
atvasinājumiem noteikta anomāla |N‑H| saites saīsināšanās iekšmolekulārai |N-H|···O ūdeņraža 
saitei. 

Ar izotermālās titrēšanas kalorimetrijas, kā arī KMR spektroskopijas metodēm raksturota 
5'-mononukleotīdu monofosfātu (kā prozāļu modelis) saistība ar lipīdveida 1,4-DHP 
atvasinājumiem, kas satur garas alkilķēdes cikla esteru grupējumos (kā potenciālas gēnu 
transfekcijas sistēmu kandidātu molekulas). 

Promocijas darbs uzrakstīts latviešu valodā, tā apjoms ir 145 lpp. Darbā ir 78 attēli, 
21 tabula, 328 izmantotie literatūras avoti. 
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LIETOTIE SAĪSINĀJUMI 

AMF adenozīna 5'-monofosfāts 
CMF citidīna 5'-monofosfāts 
DPPC dipalmitoilfosfatidilholīns 
GMF guanozīna 5'-monofosfāts 
IE izotopu efekts 
ITK izotermāla titrēšanas kalorimetrija (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) 
KD kompleksa disociācijas konstante 
KMR kodolu magnētiskā rezonanse 
KOE kodolu Overhauzera efekts 
KVK kritiskā vezikulu koncentrācija 
milj. d. miljonā daļa 
mljrd. d. miljardā daļa 
NBO dabiskās saites orbitāļu metode (Natural Bond Orbital) 
NBS N-bromsukcinimīds 
NHS sukcinimīds 
PEV potenciālās enerģijas virsma 
PPDS piesātinājuma pārneses dubultstarpība 
sav. savienojums 
UMF uridīna 5'-monofosfāts 
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PROMOCIJAS DARBA VISPĀRĒJS RAKSTUROJUMS 

Ievads 

1,4-Dihidropiridīna (1,4-DHP) cikls tiek uzskatīts par vienu no privileģētām ķīmiskām 
struktūrām medicīnas ķīmijā (1,4-DHP atvasinājumiem piemīt dažādas farmakoloģiskas 
īpašības) [1, 2], un 1,4-DHP atvasinājumi ir ļoti svarīgi farmācijā. Piemēram, nifedipīns un 
amlodipīns ir Pasaules Veselības organizācijas (PVO) nozīmīgo zāļu sarakstā [3]. 1,4-
Dihidropiridīna atvasinājumiem piemīt ne tikai kalcija kanālu antagonistu un antihipertensīvās 
[4] īpašības, tiem ir arī antiaritmiska [5], neirotransmiteru [6], pretkrampju [7], antioksidantu 
[8], antiradikālā [9], pretvēža [10], antidiabētiskā [11], antibakteriālā [12], šūnu augšanas 
modulatoru [13], antikoagulantu [14], adenozīna receptoru antagonistu [15], zāļu 
multirezistences (multidrug resistance) modulējoša [16] un daudzas citas aktivitātes [1, 2]. 

Latvijas Organiskās sintēzes institūta Membrānaktīvo savienojumu un β-diketonu 
laboratorijā sintezēti 1,4-DHP atvasinājumi (katjoni amfifīli lipīdiem līdzīgi savienojumi) ar 
garām alkilķēdēm. Pierādīts, ka šiem atvasinājumiem piemīt pašagregācijas īpašības, ūdens 
šķīdumos tie veido dažāda veida vezikulas un tos var lietot kā nevirālos gēnu transfekcijas 
līdzekļus [17]. Tomēr joprojām ir nezināms RNS / DNS un katjonus aizvietotājus saturošu 
lipīdveida 1,4-DHP atvasinājumu kompleksu veidošanās mehānisms, un to 1,4-DHP 
atvasinājumu pašagregācijas īpašības nav pietiekami labi izpētītas. 

Turklāt 1,4-DHP atvasinājumi, kas satur katjonus (piridīnija) aizvietotājus 2. un 6. pozīcijās 
un karboksigrupas 3. un 5. pozīcijās, nav pilnībā raksturoti ar fizikālās ķīmijas un 
spektroskopisko metožu palīdzību. Kā parādīts literatūrā, dažiem 1,4-DHP atvasinājumiem ar 
ketonu grupām 3. un 5. vietās eksistē iekšmolekulāras ūdeņraža saites, un 1,4-DHP bioloģiskā 
aktivitāte ir saistīta ar konformēru veidu un savstarpējo aizvietotāju orientāciju tajos [18]. 

Promocijas darba mērķis un galvenie uzdevumi 

Promocijas darba mērķis ir raksturot 1,4-dihidropiridīna atvasinājumu 2., 6. pozīciju 
aizvietotāju struktūras ģeometriskās īpatnības, veicot eksperimentālos un teorētiskos pētījumus 
ar fizikāli-ķīmiskajām un in silico metodēm. 

Mērķa sasniegšanai noteikti šādi uzdevumi: 
1) noskaidrot 1,4-DHP atvasinājumu 2. un 6. pozīcijās esošo metilgrupu bromēšanas 

reakcijas mehānismu, bromējot ar N-bromsukcinimīdu (NBS) metanolā; 
2) izpētīt strukturālās īpašības, kas izraisa 2,6-bisbrommetil-1,4-DHP atvasinājumu 2. un 

6. pozīcijas CH2 grupas protonu diastereotopiju; 
3) ar KMR spektroskopijas metodēm un kvantu ķīmiskajiem aprēķiniem veikt 

iekšmolekulāro ūdeņraža saišu īpašību raksturojumu dažādiem 1,4-DHP 
atvasinājumiem; 

4) noteikt pašagregācijas termodinamiskos parametrus vezikulām, kas iegūtas no lipīdiem 
līdzīgiem 1,4-DHP atvasinājumiem ar garām alkilesteru grupām, un raksturot 
savienojumu mijiedarbību ar mononukleotīdiem kā prozāļu (prodrug) modeļiem. 
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Promocijas darba zinātniskā nozīme un novitāte 

Identificēti un aprakstīti līdz šim nezināmi 2,6-dimetil-1,4-dihidropiridīna atvasinājumu 
bromēšanas ar N-bromsukcinimīdu reakcijas starpprodukti, kā arī iegūta izpratne par 
bromēšanas reakcijas mehānismu. 

Atklāta 1,4-DHP cikla 2. un 6. metilēngrupu AB sistēmas neparasta protonu diastereotopijas 
atkarība no temperatūras, un pierādīta iekšmolekulāro ūdeņraža saišu eksistence šajās 
molekulās un konformēru maiņa atkarībā no temperatūras. 

Pirmo reizi noteikta anomāla 1,4-DHP atvasinājumiem |N-H| saites saīsināšanās, ja veidojas 
ūdeņraža saite. 

Ar kodolu magnētiskās rezonanses spektroskopijas un izotermālās titrēšanas kalorimetrijas 
palīdzību aprakstīta lipīdiem līdzīgo 1,4-DHP atvasinājumu ar garām alkilesteru grupām 
mijiedarbība ar 5'-mononukleotīdu monofosfātiem. 

Promocijas darba praktiskā nozīme 

Pētot 1,4-dihidropiridīna atvasinājumu 2. un 6. metilgrupu bromēšanas reakciju metanolā, 
variējot N-bromsukcinimīda daudzumu, iegūta izpratne par bromēšanas reakcijas mehānismu, 
identificēti līdz šim neaprakstīti reakcijas starpprodukti, to eksistence ir pierādīta ar KMR 
spektroskopijas palīdzību. Veikti kvantu ķīmiskie aprēķini, kas apraksta šīs reakcijas 
mehānismu, ņemot vērā iegūtos KMR spektroskopijas rezultātus. Veiktie pētījumi dod iespēju 
prognozēt reakcijas galaproduktus un uzlabot sintēzes iznākumu. 

Lipīdiem līdzīgajiem 1,4-DHP atvasinājumiem ir noteikti gan saistības ar 
5'-mononukleotīdu monofosfātiem, gan kritiskās vezikulu veidošanās koncentrācijas, gan 
termodinamiskie parametri, kas ļauj prognozēt saistības spēju un iespēju veidot vezikulas 
zemās koncentrācijās. 

Aizstāvamās tēzes 

1. Bromējot 1,4-DHP 2. un 6. pozīcijās esošās metilgrupas ar N-bromsukcinimīdu 
metanolā, ar KMR spektroskopijas palīdzību var identificēt un kvantu ķīmiskajiem 
aprēķiniem apstiprināt līdz šim neaprakstītus produktus. 

2. Dažādiem 1,4-DHP atvasinājumiem magnētiski anizotropo aizvietotāju un |C-H|···O 
tipa iekšmolekulāro ūdeņraža saišu kopējā ietekme atsevišķos konformēros rada 
ievērojamu atšķirību diasterotopo metilēngrupas protonu ekranēšanā, ietekmējot 2. un 
6. pozīcijas diastereotopo metilēngrupu protonu magnētisko neekvivalenci. 

3. Ar KMR spektroskopijas metodēm, IS spektru datiem un kvantu ķīmiskajiem 
aprēķiniem var veikt iekšmolekulāro ūdeņraža saišu raksturojumu dažādiem 2- vai 
2,6-aizvietotiem 1,4-DHP atvasinājumiem. 

4. KMR un izotermālās titrēšanas kalorimetrijas metodes ļauj pētīt lipīdiem līdzīgo 
1,4-DHP atvasinājumu spēju veidot kompleksus ar 5'-mononukleotīdu monofosfātiem 
un raksturot veidoto vezikulu kompleksu stabilitāti un saistīšanās mijiedarbību. 
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Promocijas darba aprobācija un publikācijas 

Promocijas darba galvenie rezultāti publicēti četros zinātniskajos oriģinālrakstos, kas 
indeksēti Scopus un Web of Science datubāzēs. Pētījumu rezultāti atspoguļoti septiņos 
ziņojumos, kas prezentēti sešās konferencēs. 
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1. Muhamadejev, R.; Petrova, M.; Smits, R.; Plotniece, A.; Pajuste, K.; Duburs, G.; 
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using NMR and ITC techniques. New J. Chem. 2018, 42, 6942–6948, 
doi:10.1039/C8NJ00160J. 

2. Petrova, M.; Muhamadejev, R.; Vigante, B.; Duburs, G.; Liepinsh, E. Intramolecular 
hydrogen bonds in 1,4-dihydropyridine derivatives. R. Soc. Open Sci. 2018, 5, 180088, 
doi:10.1098/rsos.180088. 
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Diethyl 2,4,6-Trimethyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate. Heteroat. Chem. 2014, 
25, 114–126, doi:10.1002/hc.21145. 
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PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTĀTI 

1. 1,4-DHP atvasinājumu 2. un 6. pozīciju metilgrupu bromēšana ar NBS 

Metilgrupu bromēšana 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozīcijā ir viens no svarīgākajiem soļiem 
katjonu amfifīlo 1,4-DHP atvasinājumu kā potenciālo gēnu transfekcijas sistēmu kandidātu 
izstrādē, tālāk attiecīgajiem 2,6-bisbrommetil-1,4-DHP atvasinājumiem veicot broma 
nukleofīlu aizvietošanu ar piridīnu, tā atvasinājumiem vai citiem amīniem. Ļoti bieži 
2,6-bisbrommetil-1,4-DHP atvasinājumi netiek izdalīti no reakcijas vides, bet uzreiz in situ 
lietoti nukleofīlās aizvietošanas reakcijā [19]. 

Bromēšanas reakcijas 1,4-DHP atvasinājumam 1a ar N-bromsukcinimīdu veiktas tieši 
KMR stobriņos (Ø 5 mm) metanola šķīdumā ar KMR spektru reģistrēšanu reakcijas laikā. 
Konstatēts, ka reakcijas norit vairākos posmos (1. un 2. att.). 

 
1. att. 1,4-DHP atvasinājuma 1a 2. pozīciju metilgrupu bromēšanas reakcijas shēma, 

izmantojot vienu ekvivalentu NBS metanola šķīdumā. 

 
2. att. 1,4-DHP atvasinājuma 1a 2. un 6. pozīciju metilgrupu bromēšanas reakcijas shēma, 

izmantojot divus ekvivalentus NBS metanola šķīdumā. 

No reakcijas maisījuma neizdevās izolēt starpproduktus SP1, SP2 un SP2', tomēr tie bija 
pietiekami stabili, lai būtu identificējami ar daudzkodolu (1H, 13C un 15N) KMR spektroskopijas 
palīdzību, kas ļauj veikt starpproduktu SP1, SP2, SP2' un galaproduktu 2a' un 2a protonu, 
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oglekļa un slāpekļa signālu analīzi. Starpproduktu veidošanās procesu var novērot, izmantojot 
KMR spektroskopiju, dati par to 1H, 13C un 15N signālu nobīdēm ir apkopoti 1. tabulā (paradīti 
tikai daļēji, pilna tabula – promocijās dabā 1. pielikumā). 

1. tabula 
1H, 13C un 15N KMR dati 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas starpproduktiem metanolā 

Sav. δ1H, milj. d. δ13C, milj. d. δ15N, milj. d. 
C2-R C6-R C4H C2 C3 C4 C5 C6 N1 

1a 2,23 2,23 3,77 146,18 102,96 28,09 102,96 146,18 135,21 
SP1 2,38 2,48 3,35 165,29 59,44 38,44 116,75 150,56 311,35 
SP2' 1,84 2,26 3,54 86,63 65,22 39,66 97,78 149,21 112,82 
SP2 2,17 1,63 3,03 157,01 66,85 43,69 73,38 91,38 325,15 
2a'* 4,44, 4,71 2,26 3,81 144,71 105,10 28,34 102,40 146,49 130,12 
2a* 4,88, 4,51 4,88, 4,51 3,89 142,12 106,77 29,37 106,77 142,12 126,20 

* Spektri tika reģistrēti deiterētā hloroformā. 
 

1.1. 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas reakcija ar vienu NBS ekvivalentu 

Tūlīt pēc ekvimolāra 1,4-DHP atvasinājuma 1a daudzuma sajaukšanas ar NBS, vienīgais ar 
KMR spektroskopijas metodi novērotais savienojums šķīdumā bija starpprodukts SP1. 
Piedāvātais mehānisms 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas reakcijai ar vienu ekvivalentu 
NBS metanolā redzams 3. attēlā. 

 
3. att. Piedāvātais reakcijas mehānisms 2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridīna 1a bromēšanai ar 

vienu ekvivalentu NBS. 

Pirmais solis ir 1a savienojuma reakcija ar NBS, kur veidojas iespējamais starpprodukts 
SP0, kas līdzīgs broma un sukcinimīda (NHS) adduktam, to ir aprakstījuši Massone (Masson) 
un līdzstrādnieki [20]. Tad ātra NHS eliminēšana izraisa starpprodukta SP1 veidošanos. Tālāk 
notiek metanola piesaistīšanās pie SP1 molekulas N1=C2 saiteis, veidojot starpproduktu SP2'. 
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Līdzīgi novērojumi aprakstīti hlorēšanas reakcijām [21]. Var pieņemt, ka starpprodukta SP2' 
pārveidošanās par 2a' notiek ar metanola molekulas atdalīšanos no savienojuma SP2', veidojot 
atbilstošo iespējamo starpproduktu SP3', kam seko [1,3]-sigmatropā pārgrupēšanās līdz 
monobromētam produktam 2a'. 

Šāda reakcijas mehānisma apstiprināšanai ir veikti kvantu ķīmiskie aprēķini (Jaguar 8.0 
programmatūras pakotne [22]; aprēķini veikti teorētiskajā līmenī HF/LACV3P**++), lai 
noteiktu optimālo starpproduktu struktūru un novērtētu iekšējās enerģijas visiem 
starpproduktiem, kas piedalās reakcijā, kā arī to relatīvās enerģijas izmaiņas reakcijas gaitā. 
Iespējamās reakcijas shematisks attēlojums, izmantojot reaģentu relatīvās enerģijas, parādīts 
4. attēla diagrammā. Grafiks ir mērogots, pamatojoties uz relatīvajām enerģijām, kā parādīts uz 
Y ass. 

 
4. att. Enerģijas diagramma 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas reakcijai ar vienu 

ekvivalentu NBS, iegūta pamatojoties uz kvantu ķīmiskajiem aprēķiniem. 

Aprēķinātās soļu iekšējās enerģijas atšķirības parāda NBS pievienošanu pie 1a, kas sekmē 
starpprodukta SP0 veidošanās. Šis process ir labvēlīgs (ΔE = –1,2 kcal/mol). NHS fragmentu 
eliminēšana no starpprodukta SP0 un starpprodukta SP1 veidošanās pēc kvantu ķīmiskiem 
aprēķiniem ar enerģijas starpību –20,5 kcal/mol ir termodinamiski ļoti labvēlīga. Sekojoša 
metanola pievienošanās pie starpprodukta SP1 un starpprodukta SP2' veidošanās ir nedaudz 
termodinamiski nelabvēlīgākas un prasa enerģiju 1,4 kcal/mol. Tas rezultējas ar relatīvi ilgu 
starpproduktu SP1 un SP2' stabilitāti. Pēc piedāvātā bromēšanas mehānisma starpprodukta 
SP2' pārveidošana par produktu 2a' notiek, veidojoties starpproduktam SP3' 
(ΔE = −1,4 kcal/mol), kam seko [1,3]-sigmatropā pārgrupēšanās. Tika konstatēts, ka pēdējais 
solis SP3' → 2a' ir enerģētiski ļoti labvēlīgs (ΔE = −12,9 kcal/mol). 

1.2. 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas reakcija ar diviem ekvivalentiem NBS 

Piedāvātais savienojuma 1a bromēšanas reakcijas mehānisms ar diviem ekvivalentiem NBS 
metanolā redzams 5. attēlā. Savienojuma 1a reakcijā ar diviem ekvivalentiem NBS pirmais un 
otrais posms ir tāds pats kā monobromēšanas gadījumā – SP1 starpprodukta veidošanās. 
Nākamais solis ietver NBS molekulas pievienošanu starpproduktam SP1, izveidojot iespējamo 
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starpproduktu SP1'. Tālāk notiek metanola molekulas pievienošana pie SP1' ar sekojošu NHS 
atbrīvošanos – SP2 veidošanās, tad metanola molekulas atdalīšana no starpprodukta SP2, kā 
rezultātā veidojas starpprodukts SP3. Tālāk seko [1,3]-sigmatropā pārgrupēšanās 
starpproduktam SP3 → SP4. Nākamais solis ir eksocikliskās dubultsaites veidošanās, pēc 
tam – pārgrupēšanās SP4 → SP5 un SP5 → 2a. 

 
5. att. Piedāvātais reakcijas mehānisms 2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridīna 1a bromēšanai 

ar diviem ekvivalentiem NBS. 

Tāpat kā iepriekšējā bromēšanas gadījumā ar vienu ekvivalentu NBS, ar KMR noteiktie 
transformāciju soļi tika salīdzināti ar kvantu ķīmisko aprēķinu rezultātiem. 6. attēlā apkopotie 
dati parāda iesaistīto starpproduktu relatīvās enerģijas dažādos bromēšanas procesa posmos. 
Pirmie divi posmi (starpprodukta SP1 veidošanās caur starpproduktu SP0) notiek tāpat kā 
monobromēšanas reakcijas gadījumā (3. un 4. att.). Nākamais solis ir NBS molekulas 
pievienošana pie starpprodukta SP1, kur izveidojas starpprodukts SP1'. Šis process ir 
enerģētiski mazlabvēlīgs (ΔE = –2,2 kcal/mol). Nākamais solis ir termodinamiski labvēlīgs 
(ΔE = −16,9 kcal/mol) un ietver metanola molekulas pievienošanu pie SP1' ar sekojošu NHS 
atbrīvošanos, kā rezultātā veidojas starpprodukts SP2. Turpmāka metanola molekulas 
atdalīšana no starpprodukta SP2 ir nedaudz enerģētiski nelabvēlīgāka (ΔE = +0,1 kcal/mol), kā 
rezultātā veidojas starpprodukts SP3. Nākamie posmi ir sigmatropās pārgrupēšanās, kur broma 
atoms migrē uz eksociklisko dubultsaiti, kas izraisa atbilstošā starpprodukta SP4 veidošanos. 
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Aprēķinu rezultāti parāda, ka konversija SP3 → SP4 ir enerģētiski labvēlīga 
(ΔE = −16,1 kcal/mol). Pāreja no starpprodukta SP4 uz produktu 2a notiek, veidojot atbilstošo 
starpproduktu SP5 (ΔE = +1,3 kcal/mol), kam seko otrā [1,3]-sigmatropā pārgrupēšanās. 
Pēdējais posms, bisbromprodukta 2a veidošanās, ir enerģētiski labvēlīgs 
(ΔE = −12,9 kcal/mol). 

 
6. att. Enerģijas diagramma 2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridīna 1a bromēšanas reakcijai ar 

diviem ekvivalentiem NBS, iegūta pamatojoties uz kvantu ķīmiskajiem aprēķiniem. 

1.3. 1,4-DHP atvasinājumu 1a bromēšanas ar NBS reakcijas kinētika 

Ņemot vērā starpproduktu koncentrāciju izmaiņas 1,4-dihidropiridīna atvasinājuma 1a 
bromēšanas reakcijā ar vienu vai diviem NBS ekvivalentiem (7. att.), ir svarīgi atzīmēt, ka 
starpprodukta SP2 (vai SP2' viena NBS ekvivalenta gadījumā) veidošanās ātrums pilnībā 
atbilst starpprodukta SP1 koncentrācijas samazināšanās ātrumam (koncentrāciju izmaiņas ir 
pilnīgi simetriskas). Šāds novērojums liecina, ka reakcija ir ļoti ātra un, visticamāk, NBS ir tieši 
iesaistīts šajā reakcijā kā promotors nevis tikai kā broma avots. 

 
7. att. Ar 1H KMR spektroskopijas metodi novērotās vielu koncentrācijas izmaiņas laikā 
1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas reakcijā ar vienu (pa kreisi) un diviem (pa labi) 

ekvivalentiem NBS metanolā pie 25 °C. 
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Bromējot dihidropiridīna 1a atvasinājumu ar diviem ekvivalentiem NBS, tiek novērota 
asimetriska starpprodukta SP2 koncentrācijas samazināšanās attiecībā pret galaprodukta 2a 
veidošanos (koncentrācijas palielināšanos). Ir svarīgi atzīmēt, ka starpprodukta SP2 
koncentrācijas samazināšanās notiek daudz ātrāk nekā galaprodukta 2a veidošanās. Pāreja no 
SP2 sākas tikai pēc tam, kad SP1 ir pilnībā izreaģējis ar NBS. Reakcijas laikā tiek novērots arī 
moments/situācija, kad starpprodukts SP2 šķīdumā vairs netiek konstatēts, bet galaprodukts 2a 
vēl nav izveidojies pilnībā. Ņemot vērā aprēķinu rezultātus, šis galaprodukta veidošanas 
palēninājums ir saistīts ar enerģētiski nelabvēlīgu pāreju esamību starp starpproduktiem 
(SP2 → SP3 un SP4 → SP5), kas izraisa galaprodukta 2a veidošanās aizkavēšanos (7. att.). 

Ņemot vērā starpprodukta SP1 veidošanās enerģētisko izdevību, rodas jautājums, kāpēc 
bisbromēšanas gadījumā nav novērots attiecīgais starpprodukts SP2', kā tika novērots 
monobromēšanās reakcijā. Iemesls varētu būt tāds, ka metanola molekulas pievienošanās 
N1=C2 divkāršajai saitei starpproduktā SP1, lai izveidotu starpproduktu SP2' (ΔE = 
+1,4 kcal/mol), tika pierādīta kā termodinamiski nedaudz nelabvēlīga (4. att.). NBS pārākuma 
klātbūtnē ir lielāka varbūtība, ka starpprodukts SP1 piesaistītu NBS molekulu 1,4-DHP cikla 
C5=C6 divkāršajai saitei un pēc tam aizstātu to ar metanolu. Pēc aprēķiniem šie divi posmi 
SP1 → SP1' → SP2 (ΔE = ‒19,1 kcal/mol) (6. att.) ir enerģētiski izdevīgāki nekā SP1 → SP2' 
(ΔE = +1,4 kcal/mol) (4. att.), kas nodrošina ne tikai starpprodukta SP2 veidošanos, bet arī 
paātrina reakciju, ja tiek izmantoti divi vai vairāk ekvivalenti NBS (8. att.) 

 
8. att. Ar 1H KMR spektroskopijas metodi novērotās starpprodukta SP1 koncentrācijas 

izmaiņas laikā 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas reakcijas ar dažādu NBS ekvivalentu 
daudzumu metanolā pie 25 °C. 

Eksperimentu rezultātā secināts, ka NBS koncentrācijas palielināšana, sākot no diviem 
ekvivalentiem, nemaina sākuma starpproduktus bromēšanas reakcijā, bet palielina 
starpproduktu SP1 uz SP2 transformācijas ātrumu. 1,4-DHP atvasinājuma 1a bromēšanas 
reakcijas maisījumos ar diviem un vairākiem ekvivalentiem NBS netika novērota 
starpsavienojuma SP2' klātbūtne un reakcijā ar vienu ekvivalentu NBS – tikai starpprodukta 
SP2 pēdas. 
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2. 2. un 6. pozīcijās aizvietoto 1,4-DHP atvasinājumu strukturālās īpašības 

Pēdējos 30 gados veikts liels skaits pētījumu, kuros mēģināts modificēt 1,4-DHP cikla 2. 
un 6. pozīcijās esošās metilgrupas ar dažādiem aizvietotājiem [12, 17, 23–27]. Nozīmi ieguvuši 
arī katjonie amfifīlie 1,4-DHP atvasinājumi kā perspektīvas transportmolekulas nukleotīdu 
ievadīšanai mērķa šūnās [19]. 

Jau maģistra darba [28] izstrādes laikā sākām pētījumus, kas turpinājās promocijas darba 
izstrādes laikā. Visi pētāmie savienojumi (2. tab.) sintezēti Latvijas Organiskās sintēzes 
institūta Membrānaktīvo un β-diketonu laboratorijā. 

1,4-Dihidropiridīna gredzena 2. un 6. pozīcijās aizvietotu metilēngrupu CH2X protoniem 
piemīt interesanta īpašība (savienojumi 2-6 (2. tab.)) – tie ir diastereotopi, un attiecīgajā 
1H KMR spektrā šie protoni novērojami kā AB spinu sistēmas. Šo neekvivalenci var ietekmēt 
gan molekulas aizvietotāju konformācija, gan aizvietotāju anizotropija. 

2. tabula 

 
1,4-DHP atvasinājumu 1-8 ķīmiskās struktūras 

       
N. p. k. Sav. R1 R2 R3 R4 R5 

1. 1a H H CH2CH3 CH3 H 
2. 1b H H CH2CH3 Ph H 
3. 1c H H (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o H 
4. 2a** H Br CH2CH3 CH3 Br 
5. 2b* CH3 Br CH2CH3 Ph Br 
6. 2c** H Br CH2CH3 PhCF3-o Br 
7. 2d** H Br (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o Br 
8. 2e** H Cl CH2CH3 COOCH3 Cl 
9. 2f* H Br CH2CH3 Ph Br 
10. 2g** H Br CH3 PhOCHF2-o Br 
11. 2h** H Br C12H25 Ph Br 
12. 2i** CH3 Br CH3 PhOCHF2-o Br 
13. 3a* H Py+ Br− CH2CH3 CH3 Py+Br− 
14. 3b* CH3 Py+ Br− CH2CH3 Ph Py+Br− 
15. 3c** H Py+ Br− CH2CH3 PhCF3-o Py+Br− 
16. 3d** H Py+ Br− (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o Py+Br− 
17. 3e** H Py+ Cl− CH2CH3 COOCH3 Py+Cl− 
18. 3f** H Py+ Br− CH2CH3 Ph Py+Br− 
19. 3g* H Py+ Br− CH3 PhOCHF2-o Py+Br− 
20. 3h** CH3 Py+ Br− CH3 PhOCHF2-o Py+Br− 
21. 4a** H Py+ Br− C10H21 Ph Py+Br− 
22. 4b* H Py+ Br− C12H25 Ph Py+Br− 
23. 4c** H Py+ Br− C14H29 Ph Py+Br− 
24. 4d* H Py+ Br− C16H33 Ph Py+Br− 
25. 4e* CH3 Py+ Br− C12H25 Ph Py+Br− 
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N. p. k. Sav. R1 R2 R3 R4 R5 

26. 4f* H Py+CH3-4 Br− C12H25 Ph Py+CH3-4 Br− 
27. 4g* H Py+(CH3)2-3,5 Br− C12H25 Ph Py+(CH3)2-3,5 Br− 
28. 4h* H Py+(N-(CH3)2)-4 Br− C12H25 Ph Py+(N-(CH3)2)-4 Br− 
29. 4i* H Py+ Br− C12H24-CF3 Ph Py+ Br− 
30. 4j* H Py+ Br− C12H25 Ph-CF3-p Py+ Br− 
31. 5a H OOCCH3 CH2CH3 CH3 H 
32. 5b H OOCCH3 CH3 CH3 H 
33. 5c H OOCCH3 CH2CH3 Ph H 
34. 5d H OOCCH3 (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o H 
35. 5e H OOCCH3 CH2CH3 Ph-F-o H 
36. 5f H OOCCH3 CH2CH3 Ph-NO2-m H 
37. 6a H OOCCH3 CH2CH3 CH3 OOCCH3 
38. 6b H OOCCH3 CH2CH3 Ph OOCCH3 
39. 6c H OOCCH3 (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o OOCCH3 
40. 7a**    Ph  
41. 7b**    PhOCHF2-o  
42. 8a*    Ph  
43. 8b*    PhOCHF2-o  

* – savienojums iepriekš bija aprakstīts maģistra darbā [28]. 
** – savienojums iepriekš bija aprakstīts publikācijā [29], kas izveidota, ņemot vērā maģistra darba izstrādes gaitā 
iegūtos datus, un nebija aprakstīts maģistra darbā. 
Tabulā savienojumiem ir izmantota specifiska numerācija, jo tie ir iedalīti dažādās grupās. 

Aizvietotājs 1,4-DHP cikla 4. pozīcijā molekulā atrodas ievērojamā attālumā no 2. un 
6. metilēngrupas. Tāpēc eksperimentāli novērotā CH2 grupas protonu 1H KMR ķīmisko nobīžu 
atšķirība cikliskajos laktonos 7 un 8 nepārsniedz 0,08 milj. d. Par līdzīgu atšķirību 1,4-DHP 
atvasinājumiem ziņots literatūrā, un ir skaidrs, ka CH2 grupai piemīt diastereotopas īpašības 
tikai tad, ja 1,4-DHP cikls nav oksidēts, jo piridīna atvasinājumu 1H KMR spektros CH2 grupas 
protonu signāli novērojami kā singleti [30]. 

Vēl svarīgs anizotropijas faktors monocikliskajos atvasinājumos 2–6 varētu būt 3,5-
etoksikarbonilgrupu konformācija; šajos savienojumos ķīmisko nobīžu atšķirība CH2X 
protoniem kļūst ievērojama. Var pieņemt, ka šādu atšķirību savienojumos 2–6, ko izraisījusi 
4. pozīcijā esošu aizvietotāju anizotropija, papildus ietekmē arī atšķirības protonu novietojumā 
attiecībā pret 3,5-alkoksikarbonilaizvietotāju. 

2.1. 1,4-DHP atvasinājumi ar |C-H|···O=C tipa iekšmolekulārām ūdeņraža saitēm 

Savienojumu 2-6 2. un 6. metilēngrupu AB protonu signāli 1H KMR spektros viegli 
identificējami pēc to 11–15 Hz lielajām geminālajām (2J) spinu mijiedarbības konstantēm. 
Savienojumam 2 konstante ir mazāka nekā savienojumiem 3 un 4. Blakus esošās piridīna 
π-saites atvasinājumos 3 un 4 parasti izraisa konstantes 2J absolūtās vērtības pieaugumu. 

Kodolu Overhauzera efekta (KOE) analīze savienojumu 2–4 1H-1H NOESY spektros ļauj 
noteikt metilēngrupas AB protonu relatīvo pozīciju – korelācijas signāls KOE pārnesei no N1 
protona uz stiprāk ekranēto protonu HA ir divreiz intensīvāks nekā pārnesei uz HB [29]. Tas 
nozīmē, ka HA protons, kas rezonē zemākas frekvences laukā, atrodas tuvāk N1H protonam. 

Šāds CH2 protonu izkārtojums veido labvēlīgus apstākļus iekšmolekulāram kontaktam starp 
ūdeņraža atomu HB un C3 ogleklim piesaistīto karboksilgrupu, un tā rezultātā veidojas 
|C-HB|···O=C ūdeņraža saite. Papildu apstiprinājums par |C-H|···O ūdeņraža saites eksistenci 

2. tabulas turpinājums 
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savienojumos 2–4 izriet no 2,6-CH2 protonu deiterēšanas ātruma (9. att.). Savienojuma 4b D2O 
šķīdumā stiprāk ekranētā protonu HA rezonanses signāla intensitāte samazinās ātrāk nekā 
dezekranētā protona HB intensitāte. Tas ir tāpēc, ka ūdeņraža saitē iesaistītos protonus parasti 
mazāk ietekmē starpmolekulārā H/D apmaiņa. Šis fakts apstiprina to, ka starp HB metilēngrupas 
protonu un karboksilgrupu veidojas ūdeņraža saite. 

  
9. att. 1Н KMR spektru dati 1,4-DHP atvasinājuma 4b 2,6-CH2 protonu deiterēšanas ātrumam 

pie 25 °С [29]. 

Kā konstatēts iepriekš, dažiem 1,4-DHP atvasinājumiem |C-H|···O=C tipa iekšmolekulārā 
ūdeņraža saite ir cēlonis neekvivalento protonu lielai atšķirībai ķīmiskajās nobīdēs. Jāatzīmē, 
ka gandrīz visiem pētītajiem savienojumiem (2-6) KMR spektros metilēngrupu protonu 1H 
rezonanses signāliem raksturīga neparasta temperatūras atkarība (10. att.). Pētīto savienojumu 
AB-tipa signālu atgriezeniska attīstība, mainoties šķīduma temperatūrai, izslēdz iespēju procesu 
aplūkot kā parastu apmaiņu, jo šiem savienojumiem nav novērojama rezonanses signālu 
paplašināšanās, kas raksturīga apmaiņai pirms to koalescences, turklāt mainās HA un HB 
protonu ķīmiskās nobīdes. 

  
10. att. Savienojuma 2d metilēngrupas protonu С2,6-СН2 1H KMR spektru signālu atkarība no 

temperatūras CDCl3 šķīdumā. 

Saskaņā ar literatūras datiem [31], pētāmajiem savienojumiem ir ļoti kustīgs 1,4-DHP cikls, 
kurā norisinās strauja konformāciju vanna-krēsls maiņa, ko praktiski nav iespējams apstādināt 
pat zemās temperatūrās. Līdz ar to 1,4-DHP cikla inversija nevarētu būt metilēngrupu protonu 
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galvenais neekvivalences cēlonis. Monocikliskajiem savienojumiem 2, nosakot iespējamākās 
telpiskās struktūras, ir jāapsver kavētās rotācijas ap saitēm С2,6-СН2 un С3,5-СОO iespēja. Viens 
no paņēmieniem, kā identificēt iespējamos konformērus molekulās ar vairākām brīvības 
pakāpēm, ir aprēķināt iespējamo konformēru potenciālās enerģijas virsmas (PEV). 

  
11. att. Potenciālās enerģijas virsma un tās projekcija savienojumam 2f. X ass – leņķi rotācijai 

ap С3-СО2 saiti, Y ass – rotācijai ap С2-СН2 saiti, enerģijas mērvienība – kcal/mol. Ar 
bultiņām norādītas pārejas barjeras starp konformācijām. 

  
12. att. Potenciālās enerģijas virsma un tās projekcija savienojumam 2b. X ass – leņķi 

rotācijai ap С3-СО2 saiti, Y ass – rotācijai ap С2-СН2 saiti, enerģijas mērvienība – kcal/mol. 
Ar bultiņām norādītas pārejas barjeras starp konformācijām. 

Savienojumiem 2f un 2b skenēšana veikta, rotējot ap saitēm C3-CO2 un C2-CH2 (mainot 
divplakņu kakta leņķus C2-C3-C=O un C3-C2-CH2-X ar soli 10 leņķiskie grādi), optimizējot 
visu atlikušo molekulas daļu. PEV aprēķini, izmantojot blīvuma-funkcionālā teorijas metodi 
(Jaguar 8.0 programmatūras pakotne [22], aprēķini veikti teorētiskajā līmenī DFT B3LYP/6-
31G*), veikti struktūrām, kas ir modeļsavienojumi atvasinājumiem 2b un 2f (lai paātrinātu 
aprēķinus, broma atomi aizstāti ar hlora atomiem). Aprēķinos iegūtās trīsdimensionālās PEV 
un to projekcijas redzamas 11. un 12. attēlos, kā atskaites punkts pieņemta optimālās 
konformācijas enerģija. Savienojumam 2f, kam nav aizvietots N1, rotācijai ap C2,6-CH2 saiti 
PEV identificējami tikai divi plati minimumi A un B. Savienojumam 2b lokalizēti četri 
enerģijas minimumi (A, B, C un D). 
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Enerģētiskās barjeras karboksilgrupas iekšējai rotācijai ap C3,5-COOR1 saiti (ja divplakņu 
leņķis C2-C3-C=O ir 80–110° un 260–290°) savienojumiem 2f un 2b ir aptuveni vienādas, 8–
10 kcal/mol. Savienojumā 2f rotācijai ap C2,6-CH2 saiti ir divas ļoti atšķirīgas barjeras (viena 
~ 0,4–2,2 kcal/mol, otra ~ 16–18 kcal/mol). Konformāciju A otrā barjera ir 0,4 kcal/mol, bet B 
konformācijām ir ~ 2,2 kcal/mol. Šāda neliela barjera rada savienojuma 2f metilēngrupu 
protonu C2,6-CH2 brīvu svārstīšanos divu platu, izstieptu enerģijas minimumu divdimensijas 
leņķa C3-C2-CH2-X 70–300° diapazonā. Samazinot temperatūru, nav iespējams palēnināt šo 
procesu tiktāl, lai rastos iespēja reģistrēt atsevišķu konformēru signālus. Tāpēc pētāmo 
savienojumu 2f un 2b metilēngrupas AB-protonu absorbciju pārstāv konformēru vidējoti 
rezonanses signāli, kuru populācija, kā arī pati potenciālās enerģijas virsma atkarīga no 
temperatūras. 

Tātad to ekranēšanās var sasniegt punktu, kurā tie kļūst izohroni ar vienādām ķīmiskām 
nobīdēm. Savienojumā 2b papildus novērotajai rotācijas barjerai ap C2,6-CH2 saiti, kas kopēja 
ar savienojumu 2f un atbilst 16–18 kcal/mol (divplakņu kakta leņķis C3-C2-CH2-X 100–120°), 
ir vēl viena 8–12 kcal/mol liela barjera; divplakņu kakta leņķis С3-С2-СН2-Х 300–320°. 
Ievērojama barjera rotācijai ap C2,6-CH2 saiti 1,4-DHP atvasinājumā 2b ļauj reģistrēt atsevišķu 
konformēru metilēngrupu protonu rezonanses signālus zemas temperatūras KMR eksperimentā 
(13. att.). 

  
13. att. Savienojuma 2b С2,6-СН2 metilēngrupas protonu rezonanses signālu atkarība no 

temperatūras KMR spektroskopijas eksperimentos tetrahidrofurāna-D8 šķīdumā (■, ▲, ● – 
AB spinu sistēmu apzīmējumi, * – labilo protonu piemaisījums šķīdinātājā) [28]. 

Izvērtējot savienojuma 2b 1H KMR spektru atkarību no temperatūras, var aptuveni novērtēt 
metilēngrupas protonu rezonanses signālu koalescences temperatūru (TC) CDCl3 (−25 °С) un 
THF (−15 °С) šķīdumos. Izmantojot Eiringa (Eyring) vienādojumu [32], varēja aptuveni 
novērtēt brīvo aktivācijas enerģiju konformāciju pārejām (A ↔ B, A ↔ C, C ↔ D un B ↔ D) 
pie attiecīgajām TC THF (~ 11,3 kcal/mol) un CDCl3 (~ 10,7 kcal/mol) vērtībām. Iegūtās 
enerģētisko barjeru vērtības ir tikai nedaudz augstākas par to aprēķinātajiem lielumiem. Šo 
pāreju norises laikā mainās tikai vienas mobilās molekulas daļas konformācija: halogēna vai 
karboksilgrupas. Vismaz trīs konformēru pastāvēšana, iespējams, liecina par ievērojamu C2,6 
pozīciju aizvietotāju asimetrisko konformēru populāciju zemā temperatūrā. Aizvietotāju pie 
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С3,5 un С2,6 oglekļa atomiem orientāciju vienlaicīga maiņa (pārejas A ↔ D un B ↔ C) ir 
mazvarbūtīga, jo šādu pāreju enerģētiskās barjeras ir ar kārtu 16–18 kcal/mol. 

2.2. 1,4-DHP atvasinājumi ar |N-H|···O=C tipa iekšmolekulārām ūdeņraža saitēm 

1,4-DHP atvasinājumu 3,5-mono- un 3,5-dikarboksilātu struktūras rentgenogrāfiskā 
analīze, kā arī kvantu ķīmiskie aprēķini [33] liecina, ka karbonilgrupa ir s-cis, s-cis 
konformācijā relatīvi pret C3=C2 vai C6=C5 dubultsaiti. Tas ir neparasti, jo labi zināms, ka 
labākai konjugācijai priekšroka dodama s-trans orientācijai, kā arī s-trans orientācija ir 
stabilāka [34]. Fragmenta C=C-C=O savdabīgās s-cis uzbūves iemesls nav skaidrs. Tomēr 
1,4-DHP atvasinājumu gadījumā izvirzīta hipotēze, ka s-cis orientāciju atbalsta vāja 
iekšmolekulārā ūdeņraža saites |C-H|···O=C mijiedarbība. Šāda mijiedarbība iespējama arī 
savienojumos 1, 5 un 6 (3. tab.) 

3. tabula 
1,4-DHP atvasinājumu 1, 5 un 6 ķīmiskās struktūras 

 
N. p. k. Sav. R1 R2 

1. 1a CH2CH3 CH3 
2. 1b CH2CH3 Ph 
3. 1c (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o 
4. 5a CH2CH3 CH3 
5. 5b CH3 CH3 
6. 5c CH2CH3 Ph 
7. 5d (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o 
8. 5e CH2CH3 Ph-F-o 
9. 5f CH2CH3 Ph-NO2-m 
10. 6a CH2CH3 CH3 
11. 6b CH2CH3 Ph 
12. 6c (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o 

 
Alkoksikarbonilķēžu metilēngrupu signāli 1,4-DHP 3. un 5. pozīcijās savienojumu 5 un 6 

1H KMR spektros uzrāda šķelšanos, jo C4 oglekļa atoms ir hirālais (vai prohirālais) centrs. 
Pārējie signāli 1H KMR spektros atbilst aromātisko vai alifātisko ūdeņraža atomu dabai. 
Savienojumu 5 un 6 1H KMR spektros divi metilēngrupu protoni aizvietotājos C2 un C6 arī ir 
diastereotopi, un to signāli aprakstāmi kā AB sistēmas diapazonā 5,24–5,44 milj. d. Šo protonu 
neekvivalenci raksturo 1H ķīmisko nobīžu atšķirība (δ(HA)-δ(HB)), ko var iespaidot tādi faktori 
kā 1,4-DHP gredzena konformācija, aizvietotāju anizotropā ietekme, C2 un C6 oglekļa atomiem 
pievienoto aizvietotāju kavētā rotācija un |C-H|···O tipa iekšmolekulārā ūdeņraža saite. 
Geminālās spin-spinu mijiedarbības konstantes 2J(HA, HB) protoniem nedaudz palielinās no 
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14,8 Hz (5) līdz 15,2 Hz (6). Savienojumiem 5 atkarībā no aizvietotājiem pie C4 oglekļa AB 
metilēngrupas protonu novērojamā ķīmisko nobīžu starpība ir robežās 0,04–0,13 milj. d. 

Mainoties temperatūrai, protona HA ķīmiskā nobīde savienojumiem 5 un 6 mainās lineāri 
ar tādu pašu koeficientu kā metilgrupas protonu ķīmiskā nobīde savienojumiem 1 pie C2 un C6. 
Tātad, protonam HA jābūt tikpat pieejamam šķīdinātājam (hloroformam) kā savienojumos 1. 
Tajā pat laikā protona HB signāls mainās nelineāri un līknes forma ir tuva negatīvai parabolai 
(14. att.). Vērtības δ(HB)/T nelineārā atkarība liecina par to, ka protons HB iesaistīts vājā 
iekšmolekulārās ūdeņraža saites |C-H|···O=C veidošanā. 

 
14. att. Savienojumu 5c un 6b C2,6-CH2 metilēngrupas protonu ķīmisko nobīžu atkarība no 
temperatūras CDCl3 šķīdumos. Nepārtrauktās un pārtrauktas līnijas attēlo vērtības, attiecīgi 

protonu HB un HA atkarību. Katra protona ķīmisko nobīdi pie −50 °C pieņem kā nulles 
punktu. 5c HA (●), 5c HB (▲), 6b HA (■) un 6b HB (◆). 

1H KMR spektros novērojami plati NH protona signāli intervālos 5,54–5,73 milj. d. (sav. 1), 
6,48–6,67 milj. d. (sav. 5) un 7,55–7,77 milj. d. (sav. 6). N1H protona signāla nobīde vājākos 
laukos attiecīgi savienojumiem 1 → 5 → 6 var atspoguļot iekšmolekulārās |N1-H|···O ūdeņraža 
saites veidošanos starp N1H protonu un COOCH3 skābekļa atomiem aizvietotājos pie C2 un C6 
oglekļa savienojumiem 5 un 6 [35]. 

Protonu N1H KMR signāla temperatūras koeficientu (∆δ/∆T) parasti izmanto 
iekšmolekulārās ūdeņraža saites klātbūtnes noteikšanai [35]. Ūdeņraža saišu pārraušana, ko 
izraisa temperatūras paaugstināšana, ekranē N1H protona rezonanses signālu. Temperatūras 
koeficienti, kuru vērtība lielāka par –4,5 mljrd. d./K, ir ļoti indikatīvi attiecībā uz 
iekšmolekulārām ūdeņraža saitēm. Savienojumu 1, 5 un 6 N1H protonu rezonanses 
temperatūras koeficienti izmērīti, reģistrējot 1H KMR spektrus vielu CDCl3 šķīdumā 
temperatūras diapazonā −50…+50 °C. Iegūtās vērtības ir starp −2,5 un −10,4 mljrd. d./K. 
Savienojuma 6 NH protona ∆δ/∆T vērtība ir lielāka nekā −4,5 mljrd. d./K (aptuveni 
−3 mljrd. d./K), kas liecina par šī protona iesaistīšanos iekšmolekulārajā ūdeņraža saites 
veidošanā. Savienojumos 6, kam ir divi acetoksimetilaizvietotāji un līdz ar to var veidoties 
divas ūdeņraža saites, ∆δ/∆T vērtības ir zemākas nekā savienojumiem 5 (aptuveni 
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−3,6 mljrd. d./K). Tā sekas varētu būt vājāka |N-H|···O=C ūdeņraža saite savienojumiem 6, 
salīdzinot ar savienojumiem 5. 

Izmērīto spin-spinu mijiedarbības konstanšu absolūtās vērtības 1J(15N,1H) 92-96 Hz 
nedaudz pieaug savienojumiem rindā 1 → 5 → 6 un liecina, ka ūdeņradis ir stabili saistīts ar 
slāpekļa atomu un pārstāv neliela starpmolekulārā apmaiņa, kas ir pretrunā ar literatūras datiem 
[36], jo N1H protonu pozitīvā lādiņa pieaugumam vai deekranēšanai vajadzētu samazināt 
1J(15N,1H) absolūto vērtību. Taču, ja protona donora slāpeklis ir sp2 hibridizēts, 1J(15N,1H) 
izmaiņas ir saistītas ar attiecīgo N1 slāpekļa bāzes attālumu kvadrātā: īsākā N1-H saite atbilst 
lielākai 1J(15N,1H) vērtībai [37]. Tas varētu liecināt par nelielu N-H attāluma samazināšanos 
savienojumiem rindā 1 → 5 → 6. 

Saskaņā ar literatūras datiem [38], ja NH piedalās |N-H|···X ūdeņraža saites veidošanā, 
spin-spinu sadarbības konstanti 1J(15N,1H) galvenokārt ietekmē divi faktori – elektrostatiskā 
iedarbība un (X)→(N-H) lādiņa pārnese. Zināms, ka pirmais faktors izraisa 1J(15N,1H) 
absolūtās vērtības pieaugumu, savukārt otrais – samazina 1J(15N,1H) absolūtās vērtības. Šo pašu 
faktoru ietekme uz N1-H saites IS valences svārstību frekvenci arī ir pretēja, tāpēc lādiņu 
pārnese atbilst sarkanai nobīdei, savukārt elektrostatiskais efekts izraisa zilo nobīdi. Parasti 
ūdeņraža saites izraisa X-H kovalentās saites pagarināšanos, un tās valences svārstības νXH ir 
ar mazāku viļņu skaitli (sarkanā nobīde) [35, 39]. ν(NH) pāreja uz lielākiem viļņu skaitļiem 
ūdeņraža saišu gadījumā, iespējams, saistīta ar N-H attāluma samazināšanos (zilā nobīde). Šāda 
veida efektus agrāk reģistrēja C-H un N-H saitēm [40]. 

 
15. att. Savienojumu 1b, 5c un 6b N-H un C-H valences svārstību frekvences IS spektros. 

Savienojumu 1a-c (bez ūdeņraža saitēm) IS spektros novēro raksturīgo valences svārstību 
ν(NH) joslu diapazonā 3344–3336 cm−1. NH grupas, kas iesaistītas vienas ūdeņraža saites 
veidošanā, savienojumiem 5a-d uzrāda N-H valences svārstību joslu intervālā 3347–
3348 cm−1, NH grupas, kas iesaistītas divās ūdeņraža saitēs savienojumiem 6a-c, ν(N-H) joslas 
ir intervālā 3363–3437 cm−1 (15. att.). Novērotā joslas ν(N-H) nobīde ir 11 cm−1, pārejot no 
savienojuma 1b uz savienojumu 5c, un pieaug līdz 67 cm−1, pārejot no 1b uz 6b. IS valences 

cm−1

1b

5c

6b
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svārstību joslas ν(N-H) frekvence un konstanšu 1J(15N,1H) vērtības savienojumiem 1, 5 un 6 
liecina, ka abu šo parametru maiņu (ν(NH) un 1J(15N,1H)) daļēji var izraisīt viens un tas pats 
iemesls – atšķirības N-H saites garumā [41]. 

Lai izmērītu slāpekļa kodola ķīmisko nobīdi, tika izmantoti 1H-15N HMQC spektri ar N-H 
tiešās saites konstanšu vērtību (1J(15N,1H) = 95 Hz) [33,42]. 15N rezonanses signāli novērojami 
trīs skaidri izteiktos reģionos: 134,53–134,01 milj. d. (1), 123,31–124,42 milj. d. (5) un 114,18–
115,58 milj. d. (6). 

N1H protonu signāla nobīdi vājākos laukos (1H deekranēšanu) pavada 15N signālu nobīde 
stiprākos laukos (N1 ekranēšana) secīgi savienojumiem 1 → 5 → 6 (16. att.). Tas ir 
pārsteidzoši, jo parasti ar N1H protona ekranēšanu notiek arī slāpekļa atoma ekranēšana [43]. 
N-H saite pagarinās, kad izveidojas ūdeņraža saite [44]. Saskaņā ar literatūras datiem [45], 
novērotās amīdu slāpekļa kodolu 15N ķīmiskās nobīdes palielinās, saīsinoties N-H saitei 
veidotajā |N-H|···O=C | ūdeņraža saitē. Tādējādi apgrieztā δ(15N)/δ(1H) atkarība savienojumu 
rindā 1 → 5 → 6, iespējams, liecina par N-H saites saīsināšanos, taču nevar kvantitatīvi 
izskaidrot 15N rezonanses signāla ievērojamo nobīdi stipros laukos, secīgi pārejot rindā no 1 uz 
5 un 6. 

 

16. att. Sakarība starp 15N un 1H ķīmiskajām nobīdēm savienojumos 1(●), 5(■) un 6(▲). 

Tātad δ(1H) nobīdi vājos un δ(15N) nobīdi stipros laukos savienojumiem rindā 1 → 5 → 6 
daļēji var izraisīt N-H saites saīsināšanās. To apstiprina 1J(15N,1H) absolūtās vērtības 
pieaugums rindā 1 → 5 → 6. Iespējamais skaidrojums smago kodolu diamagnētiskajai nobīdei 
ir stēriskās perturbācijas tuvā elektronu mākoņa dēļ. Šajā gadījumā tas var būt saistīts ar telpisko 
afinitāti starp acetoksiaizvietotāju un 15N kodolu. Saskaņā ar literatūras datiem [46], šāda 
ietekme novirza 15N rezonanses signālu pat līdz 10 milj. d. uz stiprākiem laukiem. 

Sekundārā n∆13C(H/D) deitērija-protonu izotopu efekta (IE) mērījumi ir ļoti labs 
instruments iekšmolekulārās ūdeņraža saites izpētei [47]. Visus efektus no protonu aizvietošanu 
ar deitēriju var ātri detektēt ar 13C KMR spektroskopijas palīdzību, jo IE ir novērojams ne tikai 
caur ķīmiskajām saitēm, bet arī caur telpu. Savienojumos 1, 5, 6 pie slāpekļa atoma piesaistītā 
protona aizstāšana ar deitēriju rada tikai raksturīgo izotopu iedarbību, jo 1J(15N,1H) vērtības 
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(~ 92–96 Hz) ļauj ignorēt līdzsvara procesus. Raksturīgajam izotopu efektam ir vibrācijas 
izcelsme, un tas saistīts ar |N-H|···X saites potenciālās līknes anharmoniskumu. Ūdeņraža saite 
palielina šo anharmoniskumu. Izmaiņas KMR 13C nobīdes vērtībās rada N-H/D saites 
saīsināšanās diterēšanas rezultātā [48]. 

IE vērtības (n∆13C(H/D) = δ(13C(N1H)) − δ(13C(N1D))) tika izmērītas daļēji deiterētu 
paraugu 13C spektros, jo abu izomēru signālus varēja viegli identificēt, ņemot vērā to relatīvo 
intensitāti (4. tab.). Visi izmērītie izotopu efekti savienojumiem 1, 5 un 6 ir pozitīvi. 
Aizvietotāju ietekmi uz IE vērtībām galvenokārt raksturo divi faktori: ūdeņraža saite un 
aizvietotāju elektronisko efektu pārnese [49]. Reģistrēta H/D izotopu ietekme uz 
acetoksimetilkarbonilgrupas 13C atomiem (4. tab.). Savienojumiem 5, kam N1H protons 
iesaistīts vienā ūdeņraža saitē, 5∆13CCOO H/D vērtības ir diapazonā 3–5 mljrd. d. Tajā pat laikā 
5∆13CCOO H/D IE vērtības karboksilagrupas oglekļiem savienojumiem 6 ir 3–5 reizes lielākas 
(~ 15–18 mljrd. d.) nekā savienojumiem 5. 

4. tabula 
Ķīmiskās struktūras un H/D IE uz 13C kodoliem (mljrd. d.) savienojumos 1, 5 un 6 

 
N. p. k. Sav. R1 R2 COO···H C6 C2 C5 C3 C6-CH3 C2-CH2 

1. 1a CH2CH3 CH3 – 85 85 50 50 81 – 
2. 1b CH2CH3 Ph – 84 84 51 51 82 – 
3. 1c (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o – 90 90 47 47 84 – 
4. 5a CH2CH3 CH3 – 86 78 59 44 84 37 
5. 5b CH3 CH3 – 88 79 59 45 84 37 
6. 5c CH2CH3 Ph 3 87 80 59 42 84 36 
7. 5d (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o 5 96 88 58 41 84 36 
8. 5e CH2CH3 Ph-F-o 5 94 87 58 41 84 35 
9. 5f CH2CH3 Ph-NO2-m 4 91 85 57 43 84 37 
10. 6a CH2CH3 CH3 15 82 82 56 56 – 32 
11. 6b CH2CH3 Ph 18 85 85 55 55 – 33 
12. 6c (CH2)2OC3H7-n PhOCHF2-o 18 91 91 53 53 – 34 

 
Aplūkojot H/D aizvietošanas ietekmi uz 13C oglekļa atomu KMR spektriem 1,4-DHP 

ciklam, novērojams, ka izmaiņas savienojumu rindā 1 → 5 → 6 ir nelielas. Tas atbilst tikpat 
nelielām izmaiņām 13C spektru signālu ķīmiskajās nobīdēs. Interesanti, ka H/D IE ietekme uz 
C2,6-13CH3 atomu metilgrupā, kas atdalīta no N1H protonu ar trim saitēm (~ 81−84 mljrd. d.), ir 
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līdzīga IE ietekmei uz 13C2,6 oglekli, kas atdalītas tikai ar divām saitēm (~ 80−96 mljrd. d.). Tajā 
pašā laikā IE vērtības 13C3,5 atomiem ir daudz mazākas (~ 41−59 mljrd. d.). 13C izotopā nobīde 
metilgrupām pie 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozīcijā savienojumiem 1 un 5 ir ievērojami lielāka 
nekā metilēnagrupām pie tiem pašiem oglekļa atomiem savienojumiem 5 un 6. 

Veiktie kvantu ķīmiskie aprēķini (Gaussian 09 (D.01.) programmatūras pakotne [50]; 
aprēķini veikti teorētiskajā līmenī DFT B3LYP/6–311G++(d,p)) rāda, ka savienojumos 5 N1H 
protons ar alkoksigrupas skābekli vislabāk varētu veidot pieclocekļu H-helāta tipa ciklu. 
Savienojumu 6 divi septiņlocekļu H-helāta cikli veidojas ar C=O skābekli aizvietotājos 2. un 
6. pozīcijā. Dažāda tipa |N-H|···O saites savienojumos 5 un 6 var būt iemesls 2. un 6. pozīcijas 
aizvietotāju karboksilgrupas oglekļa sekundārās n∆13C(NH/D) izotopu nobīdes pieaugumam 
13C KMR spektrā, pārejot no savienojumiem 5 uz 6. Tas, ka NH/D aizstāšanas izotopais efekts 
sešu ķīmisko saišu attālumā uz 2. un 6. pozīcijā esošo karboksilgrupu oglekļa 13C ķīmisko 
nobīdi 6 (6∆13C(NH/D)) ir lielāks par efektu četru ķīmisko saišu attālumā (4∆13C(NH/D)) 5, 
pierāda, ka |N-H|···O ūdeņraža saite septiņlocekļu H-helāta ciklā, ko veido C=O grupa, ir 
spēcīgāka par saiti alkoksigrupas izveidotajā pieclocekļu H-helāta ciklā. 

3. Katjonu lipīdi uz 1,4-DHP atvasinājumu bāzes un to saistīšanās 
ar mononukleotīdiem 

Pētījums veikts, lai noteiktu mononukleotīdu (kā prozāļu modeļu) saistīšanās spēju ar 
katjonu amfifīliem lipīdiem līdzīgiem 1,4-DHP atvasinājumiem 4 (5. tab. un 17. att.). Šādi 
savienojumi ūdens šķīdumos uzrāda spēju asociēties un veidot vezikulas [17, 51, 52]. Starp 
divus katjonus aizvietotājus saturošiem katjonu amfifīliem 1,4-DHP atvasinājums 4b ar divām 
C12 alkilķēdēm esteru grupējumos uzrādīja augstāko transfekcijas aktivitāti. Metilaizvietotāja 
ievadīšana pie 1,4-DHP cikla N1 atoma, kā arī C12 alkilķēžu (3. un 5. pozīcijā) saīsināšana vai 
pagarināšana samazināja transfekcijas aktivitāti pat līdz pilnīgam tās zudumam [19]. 

 
17. att. Pētāmo savienojumu 4 vispārīga formula. 
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5. tabula 
Pētītie katjonie amfifīlie 1,4-DHP atvasinājumi 4 

N. p. k. Sav. R1 R2 R3 R4 
1. 4b H H C12H25 H 
2. 4d H H C16H33 H 
3. 4e CH3 H C12H25 H 
4. 4f H p-CH3 C12H25 H 
5. 4g H 3,5-CH3 C12H25 H 
6. 4h H p-N(CH3)2 C12H25 H 
7. 4ia H H C12H24-CF3 H 
8. 4j H H C12H25 CF3 

a perhlorāti, visi pārējie – bromīdi. 
 
DNS vai RNS un 1,4-DHP 4 kompleksēšanās mehānisms nav pilnībā skaidrs, bet asociācija 

ir atkarīga no nukleīnskābes veidojošiem mononukleotīdiem [53]. Tāpēc ir saprātīgi salīdzināt 
5'-mononukleotīdu (18. att.) spēju piesaistīt katjonu 1,4-DHP tipa amfifīlus 4. Tas būtu svarīgi, 
lai racionāli prognozētu, meklētu un sintezētu jaunus katjonus amfifīlus ar optimālu struktūru 
efektīvai zāļu piegādei un gēnu transfekcijai. Lai noteiktu saistīšanās enerģiju, tika pētīta 
kompleksu struktūra četriem RNS 5'-mononukleotīdiem ar 1,4-DHP atvasinājumiem 4, 
izmantojot izotermālo titrēšanas kalorimetriju (ITK) un KMR spektroskopiju. Pirmais solis bija 
novērtēt aktīvāko 4b saistīšanos ar 5'-mononukleotīdiem, tad analizēt, kā aizvietotāju variācija 
4 struktūrā ietekmē to kompleksēšanās spēju. 

 
18. att. RNS 5'-mononukleotīdi. 

3.1. Katjonu amfifīlio lipīdiem līdzīgo 1,4-DHP atvasinājumu pašagregācijas pētījumi 

ITK metode ir ļoti nozīmīga dažādu saistības termodinamisko parametru noteikšanai, un to 
bieži izmanto kritisko vezikulu koncentrācijas (KVK) noteikšanai [54]. ITK datus (19. att.) labi 
apraksta Bolcmaņa (Boltzmann) sigmoīda vienādojums: 
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𝑄𝑄devez = 𝐴𝐴1−𝐴𝐴2

1+e
cdet−KVK

∆
+ 𝐴𝐴2,  (1.) 

kur cdet – savienojuma (deterģenta) koncentrācija ITC200 titrēšanas šūniņā; ∆ – pārejas reģiona 
platums. Qdevez, devezikulācijas siltums (vezikulu atšķaidīšana) tika ņemts kā starpība starp A1 – 
sākuma un A2 – beigu vērtību bāzes līnijām. Izmantojot koncentrāciju šļircē un KVK, Qdevez 
tika normalizēts. 

  

19. att. ITK dati savienojumu 4b un 4i KVK noteikšanai (katjonu lipīdu 4b koncentrācija 
injekcijas/titrēšanās šļircē – 270 μM, 4i – 130 μM). Rozā līknes – datu pielāgojums saskaņā ar 

1. vienādojumu. Uz x-ass – savienojumu koncentrācija KVK iekārtas titrēšanas šūniņas 
nodalījumā. 

Titrēšanas sākumā 1,4-DHP atvasinājumu 4 koncentrācija šūnas nodalījumā bija zemāka 
par KVK. Titrēšanas līkne (19. att.) liecina, ka vezikulu disociācija ir endotermisks process. 
Pēc KVK sasniegšanas disociācijas enerģija samazinājās gandrīz līdz nullei, jo vezikulas vairs 
nedisociēja un novēroja tikai atšķaidīšanas termisko iedarbību. KVK vērtības un 
termodinamiskie dati savienojumiem 4 apkopoti 6. tabulā. Pašagregēšanās virzītājspēks ir 
hidrofobais efekts, kas atkarīgs no molekulu lipofilitātes. Labi zināms, ka KVK samazinās, 
palielinoties virsmas aktīvās vielas lipofilitātei [55]. KVK vērtības 1,4-DHP atvasinājumiem 4, 
kas iegūtas ar ITK, ir samērā zemas. Savienojumi 4g, 4h, 4i un 4j raksturojas ar mazākām KVK 
vērtībām, jo tiem ir lielāka lipofilitāte [56]. Lai novērtētu lipofilitāti atvasinājumiem 4, tika 
aprēķinātas oktanola/ūdens sadalījuma koeficienta (logP) vērtības (6. tab.). KVK un logP 
vērtības 1,4-DHP atvasinājumiem 4 korelē, uzrādot lipofilitātes palielināšanos. 

 
6. tabula 

LogP vērtības, KVK un termodinamiskie parametri 1,4-DHP atvasinājumiem 4 

Sav. logP KVK, 
μM 

∆G°,vez, 
kcal/mol 

ΔH°,vez, 
kcal/mol 

−TΔS°,vez, 
kcal/mol 

4b 15,2 16 ± 4 −8,9 −6,6 −2,3 
4e 15,0 17 ± 2 −8,9 −7,6 −1,3 
4f 15,9 17 ± 3 −8,9 −6,7 −2,2 
4g 16,5 10 ± 2 −9,2 −5,3 −3,9 
4h 16,0 11 ± 2 −9,1 −7,2 −1,9 
4i 17,7 7 ± 1 −9,4 −2,2 −7,2 
4j 16,2 10 ± 2 −9,2 −3,1 −6,1 
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Vezikulācijas laikā ūdens izdalās no vezikulu iekšējās daļas (jo amfifīlajiem molekulām ir 
hidrofoba daļa), ūdens struktūra kļūst nesakārtota, un tā rezultātā palielinās entropija [57]. 
Ņemot vērā 6. tabulā dotos rezultātus, var vispārināt, ka savienojumiem 4 vezikulācija 25 °C 
temperatūrā ir eksotermisks process. Gibsa brīvā enerģija (∆G°,vez) kā arī entalpija (ΔH°,vez) ir 
ar negatīvu vērtību, entropija (S°,vez) – ar pozitīvu vērtību. 

3.2. RNS 5'-mononukleotīdu saistība ar 1,4-DHP atvasinājumiem, 1H KMR titrēšana  

Kompleksu veidošanās notiek sastāvdaļu asociācijas un disociācijas procesā. Kompleksa 
stabilitāti nosaka tā dzīves laiks. 1,4-DHP 4 un 5'-mononukleotīdu kompleksu raksturošanai 
veikti 1H KMR titrēšanas eksperimenti. 1H KMR titrēšanas eksperimenti ir informatīvi 
noderīgi, jo dod iespēju noteikt sistēmas termodinamiskos datus. Mononukleotīdu CMF un 
UMF gadījumā apmaiņas process ar savienojumiem 4 (1H KMR laika skalā) bija ātrs un tika 
reģistrēti gan brīvo, gan saistīto molekulu vidējotie KMR protonu signāli (2. vienādojums): 

δnovērots = Ybrīvs × δbrīvs + Ysaistīts × δsaistīts   (2.) 

Kompleksu disociācijas konstantes (KD) savienojumiem 4 ar CMF un UMF aprēķināja, 
izmantojot 3. vienādojumu, reģistrējot inducēto 1H protonu signālu maiņu pie dažādām 4 un 
mononukleotīdu koncentrācijas attiecībām [58]. Divi nezināmie – disociācijas konstante (KD) 
un saistīto RNS 5'-mononukleotīdes un 1,4-DHP 4 ķīmiskā nobīde (δsaist) – tika novērtēti, 
izmantojot nelineāro pielāgošanu: 

δnovērots = (δbrīvs − δsaistīts)
KD+CS+CV−�(KD+CS+CV)2−4×CV×CS

2
+ δbrīvs, (3.) 

kur CS un CV attiecīgi – “saimnieka” (host) un “viesa” (guest) koncentrācija. 
Disociācijas konstantes “saimnieka” (mononukleotīdu) un “viesa” (1,4-DHP) mijiedarbībai 

aprēķināja no 5'-mononukleotīdu H1' protonu signāla titrēšanas līknēm, pievienojot pieaugošu 
4 daudzumu šķīdumam. Visu “saimnieks”/“viesis” sistēmu disociācijas konstantes (KD) ir ar 
vienādu kārtu (7. tab.). Konstanšu mazākās vērtības nozīmē spēcīgāku saistīšanos. Dati liecina, 
ka enerģētiski visizdevīgākos kompleksus veido 4i ar CMF un UMF. 

7. tabula 
Disociācijas konstantes KD (nM) savienojumu 4 un mononukleotīdu kompleksiem 

5'-mononukleotīds 4b 4d 4e 4f 4g 4h 4i 4j 4b/DPPC 

CMF 23 98 33 16 26 16 4 32 31 

UMF 26 92 28 24 22 21 10 56 60 
 
Aizvietotāji piridīnija gredzenā (4f, 4g un 4h) nedaudz izmainīja attiecīgo savienojumu 

kompleksu ar mononukleotīdiem stabilitāti. Savukārt N-CH3 aizvietota 1,4-DHP atvasinājuma 
4e, ka arī savienojuma 4j ar trifluormetilaizvietotāju benzola griedzena para- pozīcijā 1,4-DHP 
4. vietā un savienojuma 4b maisījuma ar dipalmitoilfosfatidilholīnu (DPPC) (1:3) vezikulas 
uzrādīja lielāku disociācijas konstantes vērtību nekā tīrs savienojums 4b. 1,4-DHP 
atvasinājums 4d ar C16 estera grupu alkilķēdēs uzrāda vājāku saistīšanās spēju. 
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AMF un GMF gadījumā apmaiņas ātrums 25 °C temperatūrā bija KMR laika skalas vidējā 
diapazonā, tāpēc nebija iespējams novērtēt KD vērtības ievērojami paplašināto signālu dēļ (pie 
koncentrācijas attiecības no 0,3 līdz 1,2). AMF uzrādīja mazāk paplašinātus signālus, bet 
konkrētajā temperatūrā izmērītā ķīmiskā nobīde nav piemērota KD noteikšanai. 

Tātad, 1,4-DHP atvasinājumu vezikulu spēja veidot kompleksus ir atkarīga no alkilķēžu 
garuma aizvietotājiem 1,4-DHP cikla 3. un 5. pozīcijās. Atvasinājums 4i ar garām alkilķēdēm, 
kur gala metilgrupas ir nomainītas pret trifluormetilgrupām, parāda spēcīgāku saistīšanas spēju 
ar RNS 5'-mononukleotīdēm. Šādu uzlabotu saistīšanos varētu izskaidrot ar atšķirīgu ķēžu 
dinamiku fluora atomu hidrofobās mijiedarbības dēļ. Tas atspoguļojas mazākās KVK vērtībās 
savienojumam 4i, salīdzinot ar pārējiem pētītajiem 1,4-DHP atvasinājumiem 4. Dažādi 
aizvietotāji 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozīcijās tikai nedaudz ietekmē saistīšanās spēju. 1,4-DHP 
cikla 4. pozīcijā esošā fenilgredzena para- vietas modifikācija ar CF3 grupu samazina attiecīgo 
1,4-DHP atvasinājumu saistību ar mononukleotīdiem. Kompozīcija, kas veidota no 
savienojuma 4b kopā ar DPPC (lai izveidotu kopīgas vezikulas), samazina iegūto vezikulu 
spēju saistīties ar 5'-mononukleotīdiem, salīdzinot ar vezikulām, ko veido tikai tīrs 1,4-DHP 
atvasinājums 4b. 

3.3. RNS 5'-mononukleotīdu saistība ar 1,4-DHP atvasinājumiem, 1H KMR un ITK 
pētījumu salīdzinājums 

Papildus 1H KMR titrēšanai disociācijas konstanti noteica arī ar ITK metodi. Šī metode arī 
ir ļoti populāra afinitātes/saistīšanās noteikšanai in vitro, jo tā ir operatīva, vienkārša un tieša 
[59]. Tā ar lielāku precizitāti sniedz lielisku ieskatu saistīšanas procesos, salīdzinot ar citām 
metodēm [60]. Savukārt metode ir jutīga ne tikai pret molekulāro saistīšanos. Tā reaģē arī uz 
citiem dažādiem procesiem titrēšanas šūniņā (bufera neatbilstību, atšķaidījumu, 
piemaisījumiem utt.), kas ievērojami apgrūtina iegūto rezultātu interpretāciju. 

Visos saistīšanās ITK titrēšanas eksperimentos savienojumu 4 koncentrācija (ITK titrēšanās 
šūniņā) pēc otrās injekcijas bija augstāka nekā tā KVK vērtība (4 koncentrācija titrēšanas šļircē 
bija ~ 3,5 mM). Lai no saistīšanās enerģijas atdalītu vezikulu reorganizācijas enerģiju, tika 
veikti titrēšanas references eksperimenti (4 vezikulas tika injicētas šūniņā, kas piepildīta ar tīru 
ūdeni) [61]. Parasti ITK titrēšanas eksperimenti uzrāda līkni ar S-veida formu (20. att.), no 
kuras izrēķina termodinamiskos parametrus. 

 
20. att. ITK eksperimentālie dati CMF (šūniņa) titrēšanai ar 4b (šļirce), (aprēķinātos lielumus 

apraksta līkne). 
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Disociācijas konstantes KD vērtības un termodinamiskie parametri apkopoti 8. tabulā. 
Papildus 1H KMR spektroskopijas metodēm kompleksu termodinamiskos parametrus noteica 
ar ITK. Ar ITK metodi noteiktās KD vērtības ir mazākas nekā tās, kas iegūtas ar 1H KMR 
titrēšanu. Tas nav pārsteigums, jo ķīmisko nobīžu izmaiņas, ko novēro 1H KMR titrēšanas 
eksperimentos, rodas tikai tad, ja attiecīgais protons ir iesaistīts kompleksa veidojošās 
mijiedarbībās (un ķīmiskā nobīde ne vienmēr atbilst kompleksa veidošanai) atšķirībā no ITK 
mērījumiem, kas reģistrē jebkādu saistīšanos (siltuma izmaiņu) neatkarīgi no mijiedarbības 
veida [62]. Saistīšanās raksturojumu kompleksiem rāda entalpijas (ΔH) un entropijas (−TΔS) 
ieguldījums saistības Gibsa brīvajā enerģijā (ΔG). Pretējie entalpijas un entropijas ieguldījumi 
rezultējoties dod pieticīgas Gibsa brīvas enerģijas izmaiņas (ΔG ≈ −7 kcal/mol). Labvēlīgo 
brīvo enerģiju veido nelabvēlīgā pozitīvā entalpijas un labvēlīgā entropijas vērtības. Negatīvus 
entropijas faktorus galvenokārt izraisa nespecifiskā hidrofobā mijiedarbība un desolvācija. 

8. tabula 
Ar ITK un 1H KMR metodēm noteiktie KD lielumi un termodinamiskie parametri 

5'-mononukleotīdu titrēšanai ar 4b 

Mononukleotīds 
KMR ITK KMR ITK 

KD, nM ΔG, kcal/mol ΔH, 
kcal/mol 

ΔS, 
cal/(mol×K) 

AMF – 10 ± 6 – −7,0 ± 0,4 2,1 ± 0,3 30 ± 1 
CMF 23 ± 7 15 ± 6 −6,3 ± 0,8 −6,6 ± 0,3 5,1 ± 1,0 39 ± 1 
UMF 26 ± 9 6 ± 2 −6,3 ± 0,9 −7,2 ± 0,2 4,6 ± 0,5 39 ± 3 

 
ΔG, ΔH un ΔS vērtības liecina, ka saistīšanās procesos dominē entropiskā mijiedarbība [63], 

kas atbilst publicētajiem datiem par amonija lipīdu vezikulām [64]. Hidrofobās mijiedarbības 
entropija padara labvēlīgu 1,4-DHP atvasinājumu 4 un 5'-mononukleotīdu saistīšanos. 

GMF titrēšanas rezultāti atšķiras. Pirms līkne sasniedz plato (pie attiecības (3:2)), tika 
reģistrēti divi papildu pārliekuma punkti (ar izliekuma un ieliekuma starpību ap 1 kcal/mol). 
Eksperiments atkārtots vairākkārt, un katru reizi tika iegūts viens un tas pats rezultāts – pirms 
plato sasniegšanas ir novērots enerģijas palielinājums. Iespējams, ka šīs anomālijas iemesls bija 
GMF īpašība – tendence uz pašagregāciju, kas minēts literatūrā [65]. Var pieņemt, ka GMF 
mijiedarbība ar 1,4-DHP atvasinājumiem 4 norisinājās divos posmos: vispirms brīvās GMF 
molekulas saistās ar 4; pēc tam GMF klasteri izkliedējas – palielinās siltuma daudzums [66]. 
Tāpēc GMF mononukleotīdam ar šo metodi neizdevās novērtēt KD vērtību asociātiem ar 
lipīdveida 1,4-DHP atvasinājumiem. 

3.4. RNS 5'-mononukleotīdu kompleksu un dažu 1,4-DHP atvasinājumu kompleksu 
veidošanās salīdzinājums 

KMR T1ρ relaksācijas metode ļauj detektēt ligandu asociāciju, pateicoties mazo un lielo 
molekulu relaksācijas atšķirībām [67]. 1,4-DHP vezikulas var uzskatīt par lielajām molekulām, 
savukārt mononukleotīdus – par mazajām. T1ρ eksperimentā protonu signālu intensitātes 
samazinājums mononukleotīdiem saistīts ar relaksācijas laika saīsināšanos un ir proporcionāls 
“lielo molekulu” un “mazo molekulu” saistīšanas spējai. Parādīta integrālo intensitāšu izmaiņa, 
kas novērota RNS 5'-mononukleotīdu spektros, tiem saistoties ar 1,4-DHP atvasinājumu 4b 
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veidotajām vezikulām (9. tab.). Mononukleotīdu saistīšanas spēja samazinās rindā CMF → 
UMF → AMF → GMF. 

9. tabula 
RNS 5'-mononukleotīdu signālu integrālo vērtību samazināšanās (%) T1ρ eksperimentos 

Sav. H8 H6, H1' H6 H5 H1' H2', H3' H2' H3' H4' H5' 

AMF 
4b 23    48  23  22 25 
4e 23    64  26  26 34 
4i 50       80   58   53 57 

CMF 
4b   97 94 89 96   94 98 
4e   49 32 38 56   56 69 
4i     86 75 65 84     80 97 

GMF 
4b 23    40   18 19 19 
4e 14    20   13 11 10 
4i 19       24     16 14 16 

UMF 
4b  36  32   43 41 42 40 
4e  8  9   21 14 15 18 
4i   76   73     93 91 85 95 

 
Salīdzinot nukleotīdu saistīšanos ar 1,4-DHP atvasinājumu 4b, 4e un 4i vezikulām, 

integrālo intensitāšu vidējās vērtības 1H uzrāda samazināšanos rindā 4b → 4i → 4e 
mononukleotīdu CMF un GMF gadījumos un rindā 4i → 4b → 4e mononukleotīdu AMF un 
UMF gadījumos. 1,4-DHP molekulā N1H protona aizstāšana ar metilgrupu samazina 1,4-DHP 
atvasinājuma 4e saistīšanās spēju ar mononukleotīdiem, kas apstiprina N1H grupas nozīmīgumu 
šīs saistības mehānismā. Iespējams, N1H grupa piedalās starpmolekulāras ūdeņraža saites 
veidošanā starp 1,4-DHP atvasinājumiem un mononukleotīdem. 

10. tabula 
Normalizētas PPDS integrālās intensitātes mononukleotīdu saistībai ar sav 4 

Sav. H8 H6 H5 H2 H6, H1' H5, H1' H1' H2', H3' H2' H3' H4' H5' 

AMF 
4b 9   15   10  9  36 21 
4e 2   6   9  12  41 30 
4i 7   15   10  9  31 28 

CMF 
4b  12    9  35   24 21 
4e  9    3  28   25 34 
4i  11    7  32   26 25 

GMF 
4b 18         5 63 14 
4e 18         11 56 15 
4i 22         15 44 19 

UMF 
4b   8  0    12 26 26 28 
4e   0  6    2 25 32 36 
4i   8  4    12 24 29 23 

 
Vislielākā mononukleotīdu KMR signālu integrālo intensitāšu pazemināšanās novērojama 

cukura daļai. Tas nozīmē, ka saistīšanās vieta, visticamāk, ir fosfātu grupa. Purīnu un pirimidīnu 
protonu signāliem integrālās intensitātes nedaudz samazinātas, un tas liecina, ka eksistē 
hidrofobās mijiedarbības starp 1,4-DHP atvasinājumiem (ar garām alkilķēdem 1,4-DHP cikla 
3. un 5. pozīcijā) un RNS 5'-mononukleotīdu slāpekļa bāzēm. 
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Lai būtu pārliecība par saistīšanās procesā iekļauto mononukleotīdu atomu pareizu 
identifikāciju, tika izmantoti 1H piesātinājuma pārneses dubultstarpības (PPDS) (saturation 
transfer double difference, STDD) KMR eksperimenti. PPDS pamatā ir magnetizācijas 
starpmolekulārā pārnese no receptoriem uz piesaistītajiem mazajiem ligandiem [68]. 

1H PPDS dati liecina par dažām atšķirībām mononukleotīdu un 4 saistībā (10. tab.). 
Mononukleotīdā GMF augstākā intensitāte ir H4' protonu signālam. Mononukleotīdam AMF 
visintensīvākie signāli ir reģistrēti H4' un H5' protoniem. CMF un UMF mononukleotīdiem 
maksimālā intensitāte novērota H3', H4' un H5' protoniem, liecinot par spēcīgāku saistīšanos ar 
1,4-DHP atvasinājumiem. Neskatoties uz minētajām atšķirībām, mononukleotīdu saistīšanas 
spēja ar 4b samazinās tādā pat rindā (CMF → UMF → AMF → GMF) un atbilst T1ρ KMR 
eksperimentu rezultātiem. 

Kompleksu veidošanas procesam ir divas daļas – negatīvo lādiņu saturošās fosfāta grupu 
elektrostatiskās piesaistes pozitīvu lādiņu saturošajiem piridīnija gredzeniem 1,4-DHP cikla 
2. un 6. vietās (par to liecina fakts, ka cukura cikla protoni, novērojami PPDS spektrā) un 
hidrofobās mijiedarbības starp garajām alkilķēdēm un mononukleotīdu heterocikliem. 

Neskatoties uz to, ka mononukleotīdu un katjonu amfifīlo lipīdiem līdzīgo 1,4-DHP 
atvasinājumu 4 saistīšanā dominē hidrofobās mijiedarbības, NH fragments ir svarīgs, jo, 
slāpekļa atoma protonu aizstājot ar metilgrupu, novēro saistīšanās aktivitātes samazināšanos. 
Tajā pašā laikā savienojumam 4d ar garākām alkilķēdēm (C16) tika novērots saistīšanas 
samazinājums, kas līdzīgs 1,4-DHP atvasinājuma 4b maisījumam ar cviterjonisko DPPC. Tika 
konstatēts, ka pirimidīna mononukleotīda atvasinājumiem CMF un UMF ir lielāka saistīšanās 
aktivitāte ar 1,4-DHP atvasinājumu 4 nekā purīna mononukleotīda atvasinājumiem AMF un 
GMF. 
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SECINĀJUMI 

1. Pētot 1,4-dihidropiridīna atvasinājumu 2. un 6. metilgrupu bromēšanas reakciju metanolā, 
variējot N-bromsukcinimīda daudzumu, ir identificēti līdz šim neaprakstīti reakcijas 
starpprodukti, un to eksistenci var pierādīt ar KMR spektroskopijas palīdzību. Kvantu 
ķīmiskie aprēķini, kas apraksta šīs reakcijas mehānismu, balstās uz iegūtajiem KMR 
spektroskopijas rezultātiem. 

2. Analizējot 1,4-dihidropiridīna atvasinājumu strukturālās īpatnības, kas ietekmē 
2. un 6. pozīcijas diastereotopo metilēngrupas protonu magnētisko neekvivalenci, 
pierādīts, ka magnētiski anizotropo aizvietotāju un C-H···O tipa iekšmolekulāro ūdeņraža 
saišu kopējā ietekme atsevišķos konformēros rada ievērojamu atšķirību diasterotopo 
metilēngrupas protonu ekranēšanā. 

 
3. Pierādīts, ka diastereotopo 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozīcijas metilēngrupas protonu KMR 

signālu netipisko temperatūras atkarību 1,4-dihidropiridīna spektrā izraisa divi 
konformacionāli procesi – aizvietotāju rotācija ap С2,6-СН2 un С3,5-СО2 saitēm. 

4. Analizējot 1H, 13C, 15N KMR un IS spektrālos datus un kvantu ķīmisko aprēķinu 
rezultātus, apstiprināts, ka 2- un 2,6-acetoksimetil-1,4-dihidropiridīn-3,5-dikarboksilāti 
veido NH···O un CH···O tipa iekšmolekulārās ūdeņraža saites, tā definējot optimālo 
molekulu struktūru. 

 
5. Pamatojoties uz kvantu ķīmisko aprēķinu un KMR spektroskopijas rezultātiem, pierādīts, 

ka acetoksimetil-1,4-DHP atvasinājumos veidojas iekšmolekulāra ūdeņraža saite. 
Monoaizvietotajos 2-acetoksimetil-1,4-DHP atvasinājumos N1H protons ar 
alkoksigrupas skābekli veido pieclocekļu H-helāta ciklu, bet diaizvietotajos 
2,6-diacetoksimetil-1,4-DHP atvasinājumos izdevīgāka ir divu septiņlocekļu H-helāta 
ciklu veidošanās, ko N1H veido ar 2. un 6. aizvietotāju karboksilgrupu karbonilgrupas 
skābekli. Turklāt ūdeņraža saite septiņlocekļu H-helāta ciklā ir stiprāka par saiti 
attiecīgajā pieclocekļu H-helāta ciklā. 
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6. Parādīts, ka KMR spektros N1H protonu signālu nobīde uz vājākiem laukiem, ko pavada 
15N signālu nobīde uz stiprākiem laukiem un 1J(15N,1H) vērtību pieaugums pētīto 
1,4-dihidropiridīnu rindā 1→5→6 liecina par N-H saišu garuma samazināšanos, ja 
veidojas ūdeņraža saite. To apstiprina arī N-H valences svārstību zilā nobīde uz lielākiem 
viļņu skaitļiem savienojumu 1, 5 un 6 FTIS spektros. 

7. Izmantojot KMR un izotermālās titrēšanas kalorimetrijas (ITK) metodes, iespējams pētīt 
lipīdiem līdzīgo 1,4-DHP atvasinājumu spēju veidot kompleksus ar 5'-mononukleotīdu 
monofosfātiem un noteikt to veidoto vezikulu kompleksu disociācijas konstantes KD. 

8. Analizējot iegūtos ITK un KMR spektroskopijas datus, secināts, ka mononukleotīdu un 
katjono 1,4-DHP atvasinājumu saistīšanās procesos dominē entropiskā mijiedarbība. 
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